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КОНФОРМАЦИЯ ОПЕРАТОРНОГО УЧАСТКА OR 3 ΦΑΓΑ λ 
И ЕГО ФРАГМЕНТА В ВОДНЫХ 
И ВОДНО-ТРИФТОРЭТАНОЛЬНЫХ РАСТВОРАХ 
В. И. Иванов, JL Е. Минченкова, А. К. Щелкина, Б. К. Чернов, 
А. П. Ярцев, М. П. Кирпичников 
Введение. В связи с большими успехами химического синтеза Д Н К 
появилась возможность исследовать конформационные свойства не сум-
марной Д Н К , а определенных участков, имеющих функциональное 
значение. В этой работе мы исследовали один из таких фрагментов: 
участок ОлЗ правого оператора генома фага λ длиной 17 пар оснований 
и его фрагмент из 9 пар. 
Многочисленные исследования, посвященные структуре молекулы 
Д Н К , показали, что в зависимости от условий среды и нуклеотидной 
последовательности возможны различные формы спирали. Это разно-
образие форм можно разделить на три семейства: А, В и Ζ. Применение 
метода кругового дихроизма (КД) показало, что двойная спираль под 
влиянием внешних условий может менять свою структуру двумя спо-
собами. В пределах одного семейства изменение спирали происходит 
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плавно (например переход В—С), а переход между семействами про-
исходит кооперативно (А—В-, В—Z-переходы) [1]. В наших работах 
[2, 3] была определена главная количественная характеристика В—А-
перехода — длина кооперативности, которая оказалась равной 10—20 
парам оснований. Эта величина близка длине исследуемых олигону-
клеотидов. При этом может быть существенна роль концов фрагментов. 
Цель работы — сопоставление спектров К Д 17- и 9-членных олиго-
нуклеотидов и длинной Д Н К в условиях существования В- и Α-форм и 
в интервале В—Α-перехода, а также выяснение энергетического вклада 
концов фрагментов при переходе из формы В в форму А. Конформа-
ционные свойства этих фрагментов интересны в связи со специфическим 
взаимодействием их с белком — сго-репрессором. 
Материалы и методы. Д е з о к с и о л и г о н у к л е о т и д ы (нити: 5'ТАТСССТТ-
GCGGTGATA, 3'ATAGGGAACGCCACTAT, 5'TATCACCGC, 3'ATAGTGGCG) синтезиро-
вали блочным триэфирным методом в растворе [4]; после удаления всех защитных 
групп соединения выделяли ионообменной хроматографией на ДЭАЭ-целлюлозе и окон-
чательно очищали с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии. Строе-
ние полученных олигонуклеотидов подтверждали по методу Максама и Гилберта [5]. 
К о н ц е н т р а ц и и д е з о к с и о л и г о н у к л е о т и д о в определяли с помощью 
фосфодиэстеразы змеиного яда («Worthington», США). Индивидуальные комплемен-
тарные нити 17- и 9-членных фрагментов расщепляли до мононуклеотидов в буферном 
растворе (Ю- 2 Μ трис-HCl, рН 7,1, 0,1 Μ NaCl, 10~2 Μ MgCl2) . Затем по спектрам 
поглощения определяли оптическую плотность при 260 нм. Используя известные значе-
ния молярных экстинкций отдельных нуклеотидов при 260 нм (рН 7) dpA, dpG, dpC и 
dpT ε = 15300, 11800, 7400, 9300 Μ - 1 с м - 1 соответственно, были рассчитаны средние 
молярные экстинкции на остаток для одноцепочечных фрагментов данного нуклеотид-
ного состава. Получены следующие значения: для последовательности TATCCCTTGC-
GGTGATA — ε 2 6 0 = Ю500 М - 1 см-1 ; для ATAGGGAACGCCACTAT — ε 2 6 ο = 11558,8 М - 1 
см-1 ; для TATCACCGC —е2бо=10066,7 М" 1 см"1; для ATAGTGGCG — е 2ео= 11533,3 
М - 1 см - 1 . Эти значения использовали для определения концентраций (М) исследуемых 
фрагментов нуклеотидов. 
Д у п л е к с ы получали сливанием растворов отдельных комплементарных нитей 
в эквимолярных концентрациях. В экспериментах использовали достаточно высокие кон-
центрации дуплексов олигонуклеотидов 4-=-6 * Ю - 4 Μ нуклеотидных остатков. Образцы 
в водных растворах предварительно нагревали до 80—90 °С и оставляли на ночь при 
комнатной температуре. 
К р и в ы е п л а в л е н и я дуплексов регистрировали на спектрофотометре фирмы 
«Вескшап» (США) при непрерывном нагреве со скоростью 0,5 град/мин. 
В — А-п е ρ е χ о д изучали в водно-трифторэтанольных растворах при температу-
ре —20 °С, чтобы избежать тепловой денатурации дуплексов. Α-форму получали сле-
дующим образом: сначала смешивали водные компоненты — олигонуклеотид, NaCl, 
ЭДТА (конечные концентрации см. в подписях к рисункам), смесь нагревали до 80— 
90 °С и медленно охлаждали до комнатной температуры, затем добавляли трифторэта-
нол (ТФЭ) до концентрации 85 % (объемные проценты) и охлаждали кювету с раст-
вором в криостате дихрографа до —20 °С. 
С п е к т р ы К Д измеряли на дихрографе Mark lH фирмы «Jobin Ινοη» (Франция) 
в криостате той же фирмы, в кювете с длиной оптического пути 0,1 см. Значения Δε 
рассчитывали на моль нуклеотидов. 
Результаты и обсуждение. Исследовали два синтетических дезокси-
олигонуклеотида: операторный участок ОдЗ длиной 17 пар оснований 
5' TATCCCTTGCGGTGATA 
3' ATAGGGAACGCCACTAT 
и его фрагмент из 9 пар 
5' TATCACCGC 
3' ATAGTGGCG. 
С помощью тепловой денатурации были выяснены условия ста-
бильности дуплексов. 
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К р и в ы е п л а в л е н и я дуплексов длиной 17 и 9 пар оснований, 
полученные в одинаковых условиях в ОД Μ растворе NaCl, существенно 
различаются (рис. 1). Температура плавления (ТПл) дуплекса длиной 
17 пар оснований равна 60 °С, а дуплекса длиной 9 пар оснований — 
только 40 °С. Это различие в Тп л на 20 °С связано с длиной олигонук-
леотидов, поскольку стабильность двойной спирали падает с уменьше-
Fig. 1. Melt ing curves for the 9 base pairs duplexes (1) and the 17 base pairs duplexes 
(2) in 0.1 Μ NaCl. 
Рис. 2. КД-спектры дуплексов длиной 9 пар оснований (А) и 17 пар оснований (Б) в 
водных растворах при разных концентрациях NaCl (Μ). 
Fig. 2. CD spectra for the 9 base pairs duplexes (A) and the 17 base pairs duplexes (Б) 
in aqueous solution at different NaCl concentrations (M). 
нием ее длины, когда полимер много короче длины кооперативное™ 
перехода спираль—клубок [6]. Характерной особенностью кривых плав-
ления коротких дуплексов является отсутствие верхнего плато. 
Из кривых плавления следует, что олигонуклеотиды в 0,1 Μ NaCl 
при температуре ниже 8 °С находятся в двутяжевом состоянии. Все 
эксперименты в водных растворах проводили при температуре 1 °С. 
С п е к т р ы К Д дуплексов длиной 17 и 9 пар оснований в 0,1 Μ 
NaCl имеют формы и амплитуды полос, близкие таковым В-формы 
Д Н К (рис. 2) . С ростом концентрации NaCl амплитуда положительной 
полосы уменьшается, а отрицательной — в области 250 нм — остается 
постоянной. Аналогичные изменения К Д под действием соли наблюда-
ются для длинной Д Н К , что ранее интерпретировали как структурный 
переход в пределах В-семейства [1]. На основании сопоставления спект-
ров К Д можно утверждать, что оба дуплекса в 0,1 Μ NaCl имеют 
В-подобную конформацию, а с ростом концентрации соли происходит 
непрерывный переход в сторону более закрученной С-формы. Таким 
образом, поведение коротких фрагментов в пределах В-семейства по 
спектрам К Д не отличается от длинной Д Н К . 
Α-форму Д Н К обычно получают при низкой ионной силе (2— 
5· Ю - 4 Μ NaCl) в растворах вода — неэлектролит, когда происходит 
частичное обезвоживание молекул [7]. В условиях образования А-
формы на коротких фрагментах необходимо контролировать двутяже-
вое состояние молекул. Стабильность двойной спирали олигонуклеоти-
дов в 85 %-ном растворе ТФЭ при низкой ионной силе значительно 
падает, ТПл оказывается близкой 0 °С. Чтобы избежать денатурации, 
понижали температуру образца до —20 °С. Кроме того, использовали 
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более высокие концентрации ионов Na ( 2 - Ю - 3 Μ ) , чем для природ-
ной Д Н К . 
В этих условиях спектры К Д дуплексов длиной 17 и 9 пар осно-
ваний в 85 %-ном растворе ТФЭ аналогичны спектрам Α-формы Д Н К 
и синтетических полинуклеотидов (рис. 3) . 
Четко выражены характерные для Α-формы положения и ампли-
туды полос: большая интенсивность положительной полосы при 268 нм 
и небольшая отрицательная полоса в области 240 нм. Значение ам-
плитуды в максимуме для дуплекса длиной 17 пар (Δε268 = 9,6) т а к ж е 
Рис. 3. КД-спектры дуплексов длиной 9 пар оснований (А) и 17 пар оснований (Б) в 
области В — Α-перехода. Условия: 2 ·10~ 3 Μ NaCl, 2 · 10~4 Μ ЭДТА, —20°С. Цифры 
на кривых указывают процентное содержание ТФЭ. 
Fig. 3. CD spectra for the 9 base pairs duplexes (A) and the 17 base pairs duplexes (Б) 
in the region of the B-A transit ion. Conditions: 2 ·10~ 3 Μ NaCl, 2 - Ю - 4 Μ EDTA, —20°С. 
The curves are labelled with TFE concentration. 
Рис. 4. Кривые В — Α-перехода: 1 — дуплекса длиной 17 пар оснований и Д Н К из тиму-
са теленка (кружки); 2 — дуплекса длиной 9 пар оснований, θ — доля звеньев в 
А-форме. 
Fig. 4. B-A transit ion curves: 1 — for the 17 base pairs duplexes and calf thymus DNA 
(open circles); 2 — f o r the 9 base pairs duplexes, θ — the A form fraction. 
совпадает со значением для длинной Д Н К (Δε27ο=10) . Д л я дуплекса 
9 пар амплитуда положительной полосы не достигает такой величины. 
Сходство всех деталей спектра свидетельствует о способности коротких 
фрагментов в определенных условиях переходить в А-форму. 
При добавлении в кювету с образцом в 85%-ный раствор ТФЭ рас-
считанных количеств воды спектры К Д принимают вид, характерный 
для В-формы каждого дуплекса (для сравнения см. В-форму в 0,1 Μ 
NaCl, рис. 2) . Семейства кривых К Д А—В-перехода, как это видно из 
рис. 3, имеют четкие изодихроичные точки, подтверждающие суще-
ствование в образце только двух типов спирали: А и В. Переход из А-
в В-форму считали завершенным, когда амплитуды положительной и 
отрицательной полос достигали насыщения и не изменялись при даль-
нейшем уменьшении содержания ТФЭ. 
К р и в ы е В — Α - п е р е х о д о в исследуемых дуплексов (рис. 4) 
получены путем вычисления доли Α-формы при каждом процентном со-
держании ТФЭ по изменению амплитуды положительной полосы в об-
ласти 268 нм (ΔβΑ-φορ—Аєі)/(Дєа-фор—Дев-фор). Переход в А-форму 
дуплекса длиною 9 пар оснований (кривая 2) при максимально воз-
можном содержании ТФЭ в образце (85 %) оказался незавершенным, 
поэтому мы экстраполировали кривую перехода до значения амплитуды 
Δε Α-формы дуплекса длиной 17 пар оснований. 
Формы кривых 1 и 2 свидетельствуют о кооперативном характере 
перехода, однако по своим параметрам переходы значительно отлича-
ются друг от друга. Так, точка В —А-полуперехода более длинного (17 
пар оснований) дуплекса соответствует 68 %, а короткого (9 пар) — 
81 % ТФЭ; ширина В — Α - п е р е х о д а первого составляет 6 % , а второ-
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г о — 1 7 % ТФЭ. Неожиданным и интересным является обнаруженный 
нами факт практически полного совпадения кривых В — А-перехода 
дуплекса длиной 17 пар оснований и длинной Д Н К (рис. 4, кривая 1, 
кружочки) . Это означает, что олигонуклеотид, имеющий длину, близкую 
длине кооперативности В — А-перехода (10—20 пар) [2, 3] , переходит 
в Α-форму, как и длинная Д Н К , в том ж е интервале концентраций 
ТФЭ. С другой стороны, короткий олигонуклеотид из 9 пар оснований 
переходит в Α-форму при значительно больших концентрациях ТФЭ, 
т. е. переход по сравнению с дуплексом длиной 17 пар затруднен. 
Как можно объяснить наблюдаемое различие В—Α-переходов ду-
плексов длиной 17 и 9 пар оснований? Мы обнаружили корреляцию 
между длиной олигонуклеотида и его способностью к В—А-переходу: 
чем короче олигонуклеотид, тем сильнее затруднен переход в А-форму. 
В коротких олигонуклеотидах относительная концентрация концевых 
пар больше, чем в длинных. Эти пары на концах дуплекса, возможно, 
более гидратированы, чем в середине, и стабилизируют В-конформа-
цию. Отметим, что для дуплексов длиной 10 пар оснований кривые 
В—А-перехода расположены между кривой дуплекса длиной 17 пар и 
дуплекса 9 пар. Это явление стабилизации В-формы концевыми пара-
ми мы назвали эффектом В-фильности концов. 
Э н е р г е т и ч е с к и й в к л а д к о н ц о в с п и р а л и в В — А -
п е р е х о д . В —Α-переход короткого фрагмента затруднен необхо-
димостью затраты дополнительной энергии Fs двух концов, которые, 
как мы установили, стабилизируют В-форму Д Н К . Условие равновесия 
имеет вил: 
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где η — число звеньев цепи; Fл и FB — свободные энергии А- и В-форм 
длинной Д Н К в расчете на одно звено [8]. Пользуясь этим, можно 
подсчитать энергетический вклад концевых пар. 
Предположим, что сохранение только первого ненулевого члена 
при разложении F A — FB в ряд в окрестности точки полуперехода α < χ > = 
= 68 % (для длинной Д Н К ) является достаточно хорошим прибли-
жением вплоть до точки полуперехода а 9 = 81 % для дуплекса длиной 
9 пар. Тогда можно подсчитать FA—FB для концентраций ТФЭ, соот-
ветствующих В — Α-переходу в этом образце 
В этой формуле параметр Q ( ^ 2 0 % ТФЭ) берется из данных по 
длинной Д Н К [3] и определяется следующим образом: 
где Δα — ширина перехода; ν 0 — д л и н а кооперативности; Δ α = 6 % для 
тимусной Д Н К ; νο^1Ο 1 определена ранее скрепочным методом и при 
изучении тройного равновесия (А, В, клубок) в Д Н К [2, 3]. Так как 
Fs=n(FA—FB), получаем при п=9, F s = 3 , 5 ккал /моль . 
Короткие фрагменты по своим конформационным свойствам спо-
собны к тем же переходам, что и длинная Д Н К . В водных растворах 
NaCl олигонуклеотиды находятся в пределах В-семейства. В 85 %-ном 
растворе ТФЭ фрагменты, подобно длинной Д Н К , принимают А-кон-
формацию. Отличие коротких фрагментов проявляется при В—А-пере-
ходе, когда длина фрагмента меньше длины кооперативности перехода. 
Переход в Α-форму короткого дуплекса (9 пар оснований) затруднен 
по сравнению с дуплексом длиной 17 пар оснований. 
Полученные результаты служат необходимой предпосылкой изуче-
ния конформационных изменений при образовании комплекса между 
данными фрагментами Д Н К и сго-репрессором. Следующая статья 
посвящена этому вопросу. 
CONFORMATION OF THE 0R3 OPERATOR OF PHAGE λ AND ITS FRAGMENT 
IN AQUEOUS AND AQUEOUS-TRIFLUOROETHANOL SOLUTIONS 
V. I. Ivanov, L. E. Minchenkova, A. K. Shchelkina, В. K. Chernov, 
A. P. Yartsev, M. P. Kirpichnikov 
Institute of Molecular Biology, Academy of Sciences of the USSR, Moscow 
S u m m a r y 
Circular dichroism method (CD) was used to study conformation of the synthetic deoxy-
oligonucleotide of 17 base pairs long, which is an 0R3 operator of phage λ, and its 
9-base pairs f ragment 
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СПЕЦИФИЧЕСКОЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ его-РЕПРЕССОРА 
С МОДЕЛЯМИ ОПЕРАТОРНЫХ УЧАСТКОВ. 
ИЗУЧЕНИЕ МЕТОДОМ КРУГОВОГО ДИХРОИЗМА 
М. П. Кирпичников, А. П. Ярцев, 
JI. Е. Минченкова, Б. К. Чернов, В. И. Иванов 
Введение. В з а и м н а я адаптация структур белка и нуклеиновой кисло-
т ы — один из центральных вопросов в проблеме белково-нуклеинового 
взаимодействия. Примеры возможных изменений Д Н К можно найти 
в двух недавних рентгеноструктурных работах : «наматывание» Д Н К 
на октамер гистонов происходит путем довольно резких изломов — 
«кинков» [1] , а комплексирование рестриктазы EcoRI с синтетическим 
дуплексом, с о д е р ж а щ и м посредине сайт рестрикции, вызывает как 
1 0 6 БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА, 1986, т. 2. Л? 2 
The stability regions of the double-stranded state are determined for these duplexes. Con-
formations of the short DNA fragments in aqueous solutions of different NaCl concentra-
tions are shown to exist within the limits of B-family. A cooperative change in the CD 
spectra is observed in trifluoroethanol (TFE) solutions with TFE concentration typical 
of each oligonucleotide, which is supposed to be due to B-A transition. 
The B-form stabilization by terminal base pairs is evaluated using the B-A transi-
tion theory. Each terminal base pair stabilizes the В form by the value of ~ 1.7 kcal/moL 
